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LDL, low-density lipoprotein 
LPC, lysophosphatidylcholine 
LysoPS, lysophosphatidylserine 





PA, phosphatidic acid 
PE, phosphatidylethanolamine 
PAF, platelet-activating factor 
Trp, tryptophan 
PBS, phosphate-buffered saline 
Tris, tris(hydroxymethyl)aminomethane 
PI, propidium iodide 
HUVECs, human umbilical vein endothelial cells 
BSA, bovine serum albumin 
FITC, fluorescein isothiocyanate 
EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid 
BP, biotinylated peptide 
1,8-ANS, 8-anilino-1-naphthalenesulfonic acid 
KI, potassium iodide 
ID50, 50% inhibitory dose 
TGFα, transforming growth factor-α 
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Fig. 1. Nucleotide and deduced amino acid sequences of the cDNA encoding Asp-hemolysin
Residue 1 is alanine that is believed to constitute the N-terminus of the mature protein.  









































チジルセリン（lysophosphatidylserine: LysoPS）、リゾホスファチジン酸（lysophosphatidic  
P29            IKNASLSWGKWYKDGDKDAEITSEDVQQK
P24                       LSWGKWYKDGDKDAEITSEDVQQK
P21            IKNASLSWGKWYKDGDKDAEI
P16                       LSWGKWYKDGDKDAEI
P15            IKNASLSWGKWYKDG
P11                           WGKWYKDGDKD
P9                             WGKWYKDGD
P7                                          YKDGDKD
P6                                      WYKDGD
P4                                          YKDG
Peptide name                                      Sequence
Fig. 2. Amino acid sequences of synthetic peptides  derived from Asp-hemolysin
Sequences of the synthetic peptides (P4—P29) derived from Asp-hemolysin. 










るほか、動脈硬化の原因物質である酸化LDLの主要構成脂質としても知られている19-26)。    




























































































































  BP4 は、リンカーを使用せずにその N 末端にビオチンを結合したものである。 
 







シ脳由来）、ビオチン：Sigma Aldrich（St. Louis、MO、U.S.A.） 
・PAF (C16)：Enzo Life Sciences（Plymouth Meeting、PA、U.S.A.） 






うち、Trpを 2 残基含むBP21、P21 またはBGP21 を用いた。PBS（150 mM塩化ナトリウ
ム、10 mMリン酸緩衝液、pH 7.4）中で上記ペプチド（各 0.4 µM）と各種リン脂質 
[LPC16:0、LysoPS18:1、LPA16:0、LPE18:0、LPI（ウシ肝臓由来）、PAF（C16）、リゾPAF
（C16）、PC16:0/18:0、PC16:0/18:1、PS16:0/18:1、PA16:0/16:0、PE（ヒツジ脳由来）お
よびスフィンゴミエリン（ウシ脳由来）]（各 0—100 µM）を混合して 37°Cで 30 分間イ
ンキュベーションした後、この混合液を、日立F2500 蛍光分光光度計を用いて、Trpの




また、各LPC分子種（1 µM～1 mM）存在下でのBP21 のTrp蛍光スペクトルについて












 Trp蛍光消光実験は、Eftink 36)らおよびLehrer 37)の実験に準じて行った。Asp-hemolysin
由来合成ペプチドのうち、Trpを 2 残基含むBP21 を用いた。上記１．のTrp蛍光実験と
同様、PBS（pH 7.4）中でBP21（0.4 µM）と各濃度のLPCを混合して 37°Cで 30 分間イ
ンキュベーションし、さらに消光剤として知られるアクリルアミド、ヨウ化カリウムの
各溶液（最終濃度：0—0.3 mM）を添加して 37°Cで 30 分間インキュベーションした後、
この混合液を、日立F2500 蛍光分光光度計を用いて、Trpの励起波長 295 nmにおける波















４．臨界ミセル形成濃度（critical micelle concentration: CMC）の決定 
 各LPC分子種のCMCについては、1,8-ANSの蛍光を指標として決定した38)。本実験で
は、各LPC分子種のうちLPC14:0、LPC16:0 を用いた。PBS（pH 7.4）中、各濃度（0—100 
µM）のLPC分子種と 1,8-ANS（10 µM）を混合し 37°Cで 30 分間インキュベーションし
た後、この混合液を、日立F2500 蛍光分光光度計を用いて 1,8-ANSの励起波長 375 nmに





















を混合して 37°Cで 30 分間インキュベーションした後、BP21 のTrp励起波長 295 nmにお










く（1.02 µM）、次いでPAF（C16）は 1.50 µM、LPC16:0 は 1.65 µM、LPI（ウシ肝臓由

























































































































































































Fig. 1-2.   Effects of various phospholipids on the tryptophan fluorescence of P21. 
Each phospholipid in PBS (pH 7.4) was incubated in the absence or presence of each modified P21 (0.4 µM) for 30 min for 37°C, and changes in 
tryptophan fluorescence intensity were measured at an excitation wavelength of 295 nm and an emission wavelength of 348 nm. 
Each figure shows the change in tryptophan fluorescence intensity of BP21 on addition of (A) various phospholipids (10 µM), (B) LPC16:0 or 
PC16:0/18:0 (0—10 µM), and (E) various LPCs (LPC12:0, -14:0, -16:0, and -18:0, each 0—100 µM) on the tryptophan fluorescence of BP21. 
Figure (C) shows the change in tryptophan fluorescence intensity of BP21, and BGP21 modified YKDG sequence to GGGG sequence, on addition 
of LPC16:0 (0—10 µM). Figure (D) shows the change in tryptophan fluorescence of BP21, P21, and P21-0.4 µM biotin mixture, on addition of 







 Asp-hemolysin 由来合成ペプチドは YKDG 配列を介して酸化 LDL と特異的に結合す
る。そこで、これらペプチド中の YKDG 配列がペプチドとリゾリン脂質の相互作用に
重要であるかを明らかにするため、BP21 中の YKDG の 4 アミノ酸を全てグリシン
（GGGG）に置換したペプチド（以下、BGP21 と示す）および BP21 の各 Trp 蛍光を指
標として、これらペプチドと LPC16:0 の相互作用解析を行った。具体的には、BP21、
BGP21 の各ペプチド（0.4 µM）と LPC16:0（0—10 µM）を混合し、37°C で 30 分間イン
キュベーションした後、Trp の励起波長 295 nm における 348 nm の蛍光強度変化を測定
した。その結果、各濃度の LPC16:0 存在下での BGP21 の Trp 蛍光強度の増大は BP21
の 2 分の 1 以下であった（Fig. 1-2C）。 
 さらに、Asp-hemolysin 由来合成ペプチドの N 末端に結合したビオチンが、ペプチド
とリゾリン脂質の相互作用に影響するかを明らかにするため、（１）BP21、（２）非ビ
オチニル化（ネイティブ）P21、または（３）フリーのビオチンとネイティブ P21 の混








Table 1-1.  Apparent dissociation constants of lysophospholipids interacting with BP21
Different concentrations (0—10 µM) of each lysophopholipid were incubated with PBS (pH 7.4) 
in the presence of 0.4 µM BP21 for 30 min for 37°C, and the fluorescence intensity 
measurements were performed at an excitation wavelength of 295 nm and an emission wavelength 




条件下において、各濃度（0—10 µM）の LPC16:0 共存下での各種ペプチド（0.4 µM）
の Trp 蛍光強度変化を測定した。その結果、LPC16:0 存在下でのネイティブ P21 の Trp
蛍光強度変化は、BP21 の 2 分の 1 程度であり、フリーのビオチン（0.4 µM）存在下で







LPC 分子種（LPC12:0、LPC14:0、LPC16:0 および LPC18:0）を用いて、BP21 との相互
作用解析を行った。具体的には、BP21（0.4 µM）と各 LPC 分子種（0—100 µM）を混
合して 37°C で 30 分間インキュベーションした後、BP21 の Trp 励起波長 295 nm におけ
る 348 nm の蛍光強度変化を測定した。その結果、BP21 の Trp 蛍光強度の増大の程度は、
本実験で用いた LPC 分子種の中で最もアシル基鎖の長い LPC18:0 で最も大きく、次い
で LPC16:0、LPC14:0、LPC12:0 の順であった（Fig. 1-2E）。さらに、BP21 に対する各
LPC 分子種のみかけの結合親和性は、LPC18:0 が 1.43 µM、LPC16:0 が 1.65 µM、LPC14:0
が 5.55 µM、LPC12:0 が 139.7 µM と算出され（Table 1-2）、BP21 に対する各 LPC 分子














たが（λmax = 約 351 nm）、より高濃度のLPC（LPC14:0：100 µM以上、LPC16:0：10 µM











Table 1-2.  Apparent dissociation constants of LPC species interacting with BP21
Different concentrations (0—10 µM) of each LPC were incubated with PBS (pH 7.4) in the 
presence of 0.4 µM BP21 for 30 min for 37°C, and the fluorescence intensity measurements were 
performed at an excitation wavelength of 295 nm and an emission wavelength of 348 nm, and  the 










その結果、1,8-ANSの蛍光強度は、LPC14:0、LPC16:0 の各濃度がそれぞれ 35.4 µM、4.2 




























































Fig. 1-3.  Fluorescence emission spectra of tryptophan fluorescence of BP21 in the absence or presence of LPCs
BP21 (0.4 µM) in PBS (pH 7.4) was incubated in the absence or presence of LPC14:0 (A) or LPC16:0 (B) (1 µM- 1 mM) for 30 min at 37 ℃. 
Tryptophan excitation wavelength was set to 295 nm, and emission was monitored from 320 to 380 nm. All spectra data shown represent the 












具体的には、PBS (pH 7.4)中でBP21 (0.4 µM)と各濃度（0—1 mM）のLPC16:0 を混合し、
さらに各濃度のアクリルアミド溶液またはヨウ化カリウム溶液（各 0—0.3 mM)を添加
した後、BP21 中のTrp蛍光強度を測定した。そして、これら測定値をStern-Volmer 
Fig. 1-4.  Determination of CMCs of LPCs by changes in the fluorescence intensity of 1,8-ANS
Different concentrations of LPCs  (0- 100 µM) in PBS (pH 7.4) were incubated with 1,8-ANS (10 µM) for 30 min at 37 ℃. The 
fluorescence data were measured using excitation and emission wavelengths of 375 and 480 nm, respectively. The data shown are




































CMC (LPC16:0)  = 4.2 µM








































Fig. 1-5.  Stern-Volmer plots for tryptophan fluorescence quenching of BP21 in the absence or presence of LPC16:0
(A) Acrylamide and (B) iodide quenching experiments were carried out on 0.4 µM BP21 in PBS (pH 7.4) in the absence or presence of different 
concentrations of LPC16:0 (1 µM- 1 mM), by the addition of a quencher. Tryptophan excitation wavelength was set to 295 nm, and F0 and F are the 

















Stern-Volmer constant Ksv (M -1)
LPC16:0 Acrylamide Potassium iodide (KI)
- 1.38 0.90
+ 1 µM 3.34 3.21
+ 10 µM 3.10 3.06
+ 100 µM 3.48 2.67
+ 1 mM 2.75 1.78
Table 1-3.  Stern-Volmer constant Ksv for the fluoscence emission-quenching 















































































































第 2 章 Asp-hemolysin 由来合成ペプチドのリゾリン脂質活性に対する影響 
 
Ⅰ. 序論 

































 HUVECsは、2%ウシ胎児血清、0.04%ヒドロコルチゾン、0.1% ヒト上皮増殖因子、 
0.4%ヒト塩基性線維芽細胞増殖因子、0.1% 血管内皮細胞増殖因子、0.1%アスコルビン
酸、0.1% インスリン様成長因子-1 (with the substitution of arginine and glutamic acid at 
position 3)、0.1%へパリンおよび 0.1% GA-1000 (ゲンタマイシン/アムフォテリシンB)を
添加したEGM-2 メディウム（Clonetics, San Diego、CA、U.S.A.）を用いて、37°C、5% CO2
の条件下で継代培養した。また、コンフルエンスとなった細胞については、0.1%トリプ
シン-0.02% EDTAを含むPBS（pH 7.4）で処理し、細胞数を計測した後、フローサイト
メトリー解析および細胞生存アッセイで使用するために、3 × 105 cells/mlとなるように
培地で希釈した。この細胞を、フローサイトメトリー解析では 35 mmの培養皿に 1 ml
（3 × 105 cells/dish）、細胞生存アッセイでは 96 ウェルの細胞培養用プレートに 0.1 ml/




 細胞障害活性の検出は、MEBCYTO Apoptosis Kit (Medical and Biological Laboratories 
Co., Ltd.)を用いて行われた。先に P21（37.7 µM）の非存在下もしくは存在下で 37°C で
27 
 
30 分間インキュベーションした PAF を HUVECs に添加して、37°C で 2 時間インキュベ
ーションした。その後、細胞を回収して PBS（pH 7.4）で洗浄を行った後、上記キット
に含まれているバインディングバッファーに懸濁し、さらに PBS で 2 回洗浄した。さ
らに、その細胞をバインディングバッファーで再懸濁した後、暗室で 15 分間、アネキ
シン V-フルオロセインイソチオシアネート（fluorescein isothiocyanate: FITC）およびプ
ロピジウムイオジド（propidium iodide: PI）を用いて染色した。なお、その細胞試料の




 先に P21（37.7 µM）の非存在下もしくは存在下で 37°C で 30 分間インキュベーショ




は、上記インキュベーション後の細胞に対し 10 µl/ウェルの WST-8/1-メトキシ-フェナ
ジンメトサルフェート溶液を添加してさらに37°Cで 2時間インキュベーションした後、














ルに溶解した 10 mM PAF溶液を 150 mM塩化ナトリウム、10 mMトリス（ヒドロキシメ
チル）アミノメタン（Tris、pH 7.5）および 0.25%ウシ血清アルブミン（BSA）からなる







 本実験においては、Asp-hemolysin 由来合成ペプチド（P4—P29）のうち、P4、P21 と
それら N 末端をビオチニル化したペプチド（BP4、BP21）を用いた。また、その対照
として、YKDG 配列を有さない、フィブロネクチン由来 N 末端ビオチニル化 RGDS テ
トラペプチドを用いた。これら各種ペプチドを、（ア）ラットの後足肉趾間へ局所的に、
または（イ）尾静脈へ、それぞれ注射により投与した。具体的には、（ア）ではラット
の後足肉趾間へ PBS（pH 7.4）で各濃度に調製した 100 µl のペプチド溶液を皮下投与し、
（イ）ではラットの尾静脈より、上記と同様に PBS（pH 7.4）で各濃度に調製した 100 µl
のペプチド溶液を静脈内投与した。（ア）、（イ）ともに、対照群では同量の PBS を各経






（３）各種合成ペプチドの静脈内投与、皮下投与による抗 PAF 活性の検討 
ラット（各群 3—4 匹）に、PBS に溶解した 100 µl の各種合成ビオチニル化ペプチド
（BP4、BP21、N 末端ビオチニル化 RGDS テトラペプチド）または PBS を静脈内投与
してからその 15 分後に、50 µl の PAF（1 nmol/匹）またはその担体溶媒を後足肉趾間へ
皮下投与して、1 時間後の足浮腫変化を測定した。 
 
（４）各種合成ペプチドの静脈内投与量と抗 PAF 活性の相関 
ラット（各群 3—4 匹）に、PBS に溶解した 100 µl の各モル量（0、0.625、1.25、5、
10 および 20 nmol/匹）の Asp-hemolysin 由来合成ペプチド（P4、P21、BP4、BP21）ま
たは PBS を静脈内投与し、その 15 分後に 50 µl の PAF（1 nmol/匹）またはその担体溶
媒を後足肉趾間へ皮下投与して、1 時間後の足浮腫変化を測定した。 
また、その結果から、合成ペプチドの静脈内投与モル量のlog対数とPAF活性阻害反応
（ペプチドの投与量が 0 nmol（PAF単独）のときの足浮腫増加量を 100%としたときの
パーセンテージ）の関係を作成し、その関係から合成ペプチドのPAF活性 50%阻害モル
量（50% inhibitory dose: ID50）を算出した。 
 
（５）合成ペプチドと PAF 受容体拮抗剤の抗 PAF 活性の比較 
 ラット（各群 3—4 匹）に、既知の PAF 受容体拮抗剤（CV-3988、アルプラゾラム）
または Asp-hemolysin 由来合成ビオチニル化ペプチド BP21 をそれぞれ前処置した。具
体的には、各 PAF 受容体拮抗剤各 2 mg/匹（CV-3988 は 3.4 µmol/匹、アルプラゾラムは
6.5 µmol/匹の各モル量に相当）を 200 µl のエタノールに溶解して腹腔内投与し、その
30 分後に PAF を後足肉趾間に皮下投与した。一方、BP21 については約 53 µg/匹（20 nmol/
匹のモル量に相当）を 100 µl の PBS に溶解して静脈内投与し、その 15 分後に PAF を後








ラット（5—8 週令）をジエチルエーテルにより麻酔した。ラットの各群（n = 3—4）に
対し、50 µlのPBS（pH 7.4）に溶解した各種炎症性メディエーター（ヒスタミン 1.84 mg、
セロトニン 10 µgまたはブラジキニン 25 µg）を後足肉趾間へ皮下投与した。ヒスタミン、
セロトニンの投与から 30 分後、ブラジキニンの投与から 1 時間後の足浮腫量をプレシ
スモメーターを用いて測定した。そして、各種炎症性メディエーターの投与直前および




 ラットの後足肉趾間へ PBS（pH 7.4）に調製した 100 µl の各種合成ペプチド溶液を皮




 血管透過性の測定は、エバンスブルーを用いて行った。具体的には、体重 150—180 g
の Wistar 系雄性ラット（各群 3—4 匹）に対し、PBS (pH 7.4)に溶解したエバンスブルー
60 mg/kg を尾静脈より投与した後、PBS で溶解した BP21 (10 nmol/匹)または溶媒のみを
片足の後足肉趾間に皮下投与し、さらにその 15 分後に同部位へ PAF (1 nmol)を投与し
て、その 1 時間後に断頭、放血致死させて、その両足首を踝骨の直下で切断した。その
足については、湿重量を測定した後、ホルムアミドが 2 ml 入った試験管に入れて、37°C
で 18 時間インキュベーションした。その後、日立 U-1900 Spectrophotometer を用いて、
31 
 






４．Transforming growth factor-α（TGFα）切断アッセイ 
本実験は、当研究室で開発された手法により行った。HEK293 細胞にアルカリホスフ
ァターゼ（AP）標識した TGFαと PAF 受容体または空ベクター（mock）を一過性に発
現させ、血清不含培地に交換した後、各種リガンドを刺激した。本実験では、
Asp-hemolysin 由来合成ペプチドとして P21、P4 とそれら N 末端をビオチニル化した
BP21、BP4 をそれぞれ用い、ペプチドのアゴニスト活性評価については、各種ペプチ
ドを添加した後、1 時間後の TGFα切断量を測定した。 また、ペプチドのアンタゴニス
ト活性評価については、各種ペプチド（最大濃度 32 µM）を添加し、その 5 分後に 10 nM 
PAF（C16）で刺激し、1 時間後の TGFα切断量を測定して評価を行った。なお、その評
価法としては、各リガンドなどを添加してから 1 時間後、上清と細胞を分離しそれぞれ
の AP 活性を p-ニトロフェニルホスフェートを基質として測定して、その受容体の活性
化は上清の AP 活性を、上清と細胞の AP 活性の和で除した値を指標とした。 
 
５．Trp 蛍光実験 
 第 1 章と同様、Asp-hemolysin由来合成ペプチドとPAF/リゾPAFの相互作用解析につい
てはTrp蛍光実験を用いて行った34)。Trpを 2 残基含むBP21 およびP21 を用いた。PBS（pH 
7.4）中で各ペプチド（0.4 µM）とPAF（C16）またはリゾPAF（C16）（各 0—10 µM）を
混合して 37°Cで 30 分間インキュベーションし、この混合液を、日立F2500 蛍光分光光






























12.5、25 µM）の PAF（C16）を添加して 37°C で 2 時間インキュベーションした後、細
胞内脱水素酵素により還元されて水溶性のホルマザンを生成する WST-8 を用いて
HUVECs の生存細胞数を計測した結果、その細胞生存率は、12.5 µM、25 µM 各濃度の
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Fig. 2-1.  Effect of P21 on PAF-induced apoptosis in HUVECs. 
HUVECs were incubated with PAF (25 µM) in the absence or presence of P21 (37.7 µM) for 2 h. The apoptotic cell population was 
assessed using a MEBCYTO® apoptosis detection kit with FACScan (A) Control cells. (B) Cells treated with 25 µM of PAF. 
(C) Cells treated with 25 µM of PAF and 37.7 µM of P21. (D) Percentage of apoptosis in (A)—(C) calculated using CELL QUEST










































Fig. 2-2.  Effect of P21 on apoptosis induced by various concentrations of PAF
HUVECs were cultured with 0—25 µM of PAF in the absence (open column) or presence 
(closed column) of P21 (37.7 µM) for 2 h. The viability of HUVECs was measured by WST-8 




180—220 g）の後足肉趾間にPAF (1 nmol/匹)を皮下投与して、1時間後の足浮腫容積をプ
レシスモメーターによりミリリットル（ml）単位で測定することにより評価を行った45)。 
 
２－１．Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドの静脈内投与、皮下投与
による抗 PAF 活性の検討 
第 1 章において、各種リゾリン脂質との相互作用が見られた BP21、そして BP4 を用
い、それらの PAF 炎症活性に対する効果の検討を行った。具体的には、あらかじめ BP21、
BP4（各 10 nmol/匹）またはその溶媒（PBS）を静脈内投与または皮下投与したラット
の後足肉趾間に PAF を投与することにより評価を行った。その結果、各浮腫容積は、





























Fig. 2-3. Effects of synthetic peptides derived from Asp-hemolysin on PAF-induced rat paw oedema
Rats were treated intravenously or by intraplantar injection with BP21 or BP4 (10 nmol/rat) 15 min prior to 
intraplantar injection of PAF (1 nmol/paw) dissolved in sterile solution (vehicle) containing 150 mM sodium 
chloride, 10 mM Tris (pH 7.5), and 0.25% BSA. One hour after the PAF stimulus, paw oedema was quantified
by measuring the increase in paw volume (ml). Each value represents the mean ± S.D. of 3—4 rats. 
## P < 0.05 compared to vehicle alone-treated rats. * P < 0.05 compared to PAF alone-treated rats.
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BP21 の静脈内、皮下投与によりそれぞれ 0.16 ± 0.073 ml、0.15 ± 0.12 ml、BP4 の静脈内
皮下投与によりそれぞれ 0.15 ± 0.038 ml、0.13 ± 0.025 ml となり、BP21、BP4 はともに
静脈内投与、皮下投与いずれの投与経路においても PAF 誘発足浮腫を顕著に抑制した
（Fig. 2-3）。なお、BP4、BP21 はいずれもそれ自体による浮腫を発現しなかった（BP4：
データ示さず。BP21：Fig. 2-4 を参照）。 
 
２－２．Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドによる抗 PAF 活性の特異
性検討 
YKDG 配列を有する Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドによる抗
PAF 活性が特異的であるのかを明らかにするため、これらビオチニル化ペプチドのうち
BP21 と、YKDG 配列を有さないフィブロネクチン由来 N 末端ビオチニル化テトラペプ
チド（ビオチン-Arg-Gly-Asp-Ser：以下、ビオチニル化 RGDS と示す）の各ペプチド（各




























Fig. 2-4. Effects of synthetic peptides on PAF-induced rat paw oedema
Rats were treated by intraplantar injection with BP21 or biotinylated RGDS peptide derived from fibronectin (each 10 nmol), 
15 min prior to intraplantar injection of either PAF (1 nmol/paw) dissolved in sterile solution (vehicle) containing 150 mM
sodium chloride, 10 mM Tris (pH 7.5), and 0.25% BSA, or the vehicle. One hour after the PAF stimulus, paw oedema was 
quantified by measuring the increase in paw volume (ml). Each value represents the mean ± S.D. of 3—4 rats. 
## P < 0.05 compared to vehicle alone-treated rats. * P < 0.05 compared to PAF alone-treated rats.
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その結果、各浮腫容積は溶媒（vehicle）のみで 0.11 ± 0.035 ml、PAF のみで 0.52 ± 0.14 ml
であったのに対し、BP21 のみで 0.12 ± 0.033 ml、BP21 と PAF の併用で 0.15 ± 0.12 ml
と、BP21 はそれ自体浮腫を発現せず、PAF 誘発浮腫を顕著に抑制した。一方、ビオチ
ニル化 RGDS のみで 0.083 ± 0.021 ml、ビオチニル化 RGDS と PAF の併用で 0.45 ± 0.031 




２－３．Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドによる抗 PAF 活性の安定
性検討 
 Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドの抗 PAF 活性の安定性を調べる
ために、ラットに BP21 を静脈内投与してから 15 分後、1 時間後および 23 時間後に PAF
を皮下投与し、各時間における BP21 の抗 PAF 活性の検討を行った。その結果、BP21
Fig. 2-5. Stability of the effects of BP21 on PAF-induced rat paw oedema
Rats were treated intravenously with BP21 (10 nmol/rat) 15 min, 1 hr, or 23 hr prior to intraplantar injection of 
PAF (1 nmol/paw) dissolved in sterile solution (vehicle) containing 150 mM sodium chloride, 10 mM Tris
(pH 7.5), and 0.25% BSA. One hour after the PAF stimulus, paw oedema was quantified by measuring the


























２－４．Asp-hemolysin 由来合成ペプチドの静脈内投与量と抗 PAF 活性の相関 
各種Asp-hemolysin由来合成ペプチド（P21、P4、BP21、BP4）を用いて、これら静脈
内投与量と抗PAF活性の相関について検討を行った。具体的には、各モル量（0、0.625、





























































Fig. 2-6. Dose-dependent effects of the synthetic peptides on PAF-induced rat paw oedema
Rats were treated intravenously with various doses of (A) P21 or (B) P4 (nonbiotinylated peptides, open column; biotinylated peptides, closed column) 
15 min prior to intraplantar injection of PAF (1 nmol/paw) dissolved in sterile solution (vehicle) containing 150 mM sodium chloride, 10 mM Tris (pH 7.5) 
and 0.25 % BSA. One hour after the PAF stimulus, paw volume was measured. Values represent the differences between volume (ml) of treated paws 
and vehicle alone-injected paws. Each value represents the mean ± S.D. (n = 3—4). * P < 0.05, ** P < 0.01, compared to PAF alone-treated rats.
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２－５．Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドと既知 PAF 受容体拮抗剤














ある49)。その結果、各浮腫容積は、溶媒（vehicle）のみで 0.083 ± 0.047 ml、PAFのみで
0.52 ± 0.14 ml に対し、BP21 処置で 0.17 ± 0.029 ml、CV-3988 処置で 0.22 ± 0.076 ml、ア
ルプラゾラム処置で 0.18 ± 0.077 mlとなった（Fig. 2-7）。以上の結果から、BP21（20 nmol/
匹 = 約 53 µg/匹）は本実験で使用した各PAF受容体拮抗剤（3.4—6.5 µmol/匹 = 2 mg/





３．Trp 蛍光を指標とした Asp-hemolysin 由来合成ペプチドと PAF/リゾ PAF の相互作用
の検討 
Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチニル化ペプチドは非ビオチニル化ペプチドより
もその投与量に依存した、より安定した抗 PAF 活性を有することが明らかとなった。
そこで、第 1 章で行った手法を用いて、Trp 蛍光を指標としたビオチニル化ペプチド/
非ビオチニル化ペプチドと PAF/リゾ PAF の相互作用の比較を行った。なお、ペプチド
としては、第 1 章と同様、Trp を 2 残基含む BP21 および P21 を用いた。その結果、P21、
BP21 はともに PAF、リゾ PAF の用量に依存した Trp 蛍光強度の増大を示したが、その




























Fig. 2-7. Effects of BP21 and PAF antagonists on PAF-induced rat paw oedema
Rats were treated either intravenously with BP21 (20 nmol/rat) dissolved in PBS, 15 min prior to, or intraperitoneally with 
CV-3988 (3.4 µmol/rat) or alprazolam (6.5 µmol/rat) 30 min of prior to intraplantar injection of PAF (1 nmol/paw), which was 
dissolved in a solution (vehicle) containing 150 mM sodium chloride, 10 mM Tris (pH 7.5), and 0.25% BSA. One hour after 
the PAF stimulus, paw oedema was quantified by measuring the increase in paw volume (ml). Each value represents the 





４．PAF の PAF 受容体活性に対する Asp-hemolysin 由来合成ペプチドの影響 
 PAF は、その特異的な PAF 受容体を活性化してその作用を発揮する。そこで、
Asp-hemolysin 由来合成ペプチドの抗 PAF 活性の機序を明らかにする目的から、当研究
室で開発された TGFα切断アッセイを用いて、PAF の PAF 受容体活性に対する
Asp-hemolysin 由来合成ペプチドの影響を調べた。具体的には、様々な濃度（最大濃度
32 µM）の各種ペプチド（BP21、BP4、P21、P4）と PAF を混合してインキュベーショ































































Fig. 2-8. Effects of PAF and lyso-PAF on the intrinsic tryptophan fluorescence of P21
(A) PAF or (B) lyso-PAF was incubated with PBS (pH 7.4) in the absence (open circles) or presence of 0.4 µM BP21 (closed circles) or P21 
(closed squares) for 30 min for 37°C, and the fluorescence intensity measurements were performed at an excitation wavelength of 295 nm 
and an emission wavelength of 348 nm. Each value represents the change in fluorescence compared to the lipid-free sample and is presented




５．各種炎症性メディエーター誘発炎症に対する Asp-hemolysin 由来合成 N 末端ビオチ
ニル化ペプチドの影響 
 Asp-hemolysin 由来合成ペプチドおよびその N 末端ビオチニル化ペプチドはいずれも、
PAF の PAF 受容体活性化に影響を与えないことが明らかとなった。そこで、






浮腫をいずれも抑制しなかったことから（Fig. 2-10）、Asp-hemolysin 由来ペプチドは PAF



























































Fig. 2-10. Effect of BP21 on various proinflammatory agents-induced  rat paw oedema
Rats were treated by intraplantar injection with BP21 (10 nmol/rat) 15 min prior to 
intraplantar injection of PAF (1 nmol/paw) , histamine (10 µmol/paw), serotonin (50 nmol/paw), or bradykinin (25 nmol/paw). 
One hour after the PAF or bradykinin stimulus ,or  30 min after the histamine or serotonin, paw oedema was quantified
by measuring the increase in paw volume (ml). Each value represents the mean ± S.D. of 3—4 rats. 































Fig. 2-11. Effects of BP21 on PAF-induced vascular permeability
The doses of BP21 and PAF were 10 nmol and 1 nmol, respectively. The data are average 




















脂質であるリゾPAFの各脂質共存下での、BP21 の蛍光強度は非ビオチニル化P21 の約 2























組織）は、ネイティブマウスでのPAF量（1 pg/mg組織）の 3—5 倍高い52)。またヒトで
は、歯肉炎の組織でのPAF量（2.36 ± 1.59 ng/g組織）は正常組織のPAF量（0.26 ± 0.23 ng/g
組織）の約 10 倍高い53)。さらに、実験的にホルボールミリステートエステル（phorbol 
myristate ester: PMA）で惹起させたラットの胸膜炎の滲出液中には、400—500 ng量のPAF
が検出されることも知られている54)。さらには、アナフィラキシー症状を発現した患者
の血清中PAF濃度は、対照群の患者の約 8 倍高いことも知られている55)。PAFは、2 つの















性の比較を行った結果、BP21（20 nmol: 約 53 µg）は、本実験で用いた各PAF受容体拮














































以上より、本章のまとめとして、Asp-hemolysin 由来合成ペプチド、特にその N 末端
ビオチニル化ペプチドは顕著な抗 PAF 活性を有することが明らかとなった。そして、





PAF の PAF 受容体活性阻害ではないことが明らかとなったことから、ペプチドの in vivo




Cyclooxygenase-1 Lipoxygenase Acid sphingomyelinase Cyclooxygenase




Asp-hemolysin-related synthetic peptides (especially their biotinylated peptides) may block any of these pathways.




























































第 2 章では、第 1 章において Asp-hemolysin 由来合成ペプチドとの選択的相互作用が
みられた各種リゾリン脂質のうち PAF に着目して、その活性に対する Asp-hemolysin 由
来合成ペプチドの作用について検討を行った。まず、HUVECs を用いた in vitro 実験に
より、これら合成ペプチドは、PAF により誘導される細胞障害作用を顕著に抑制するこ




抗 PAF 活性には N 末端ビオチニル化ペプチド中の YKDG 配列ならびにビオチンが重要
な役割を果たしている可能性が強く示唆された。さらに、PAF 以外のヒスタミンやセロ
トニン、ブラジキニンなど各種炎症性メディエーターを用いた in vivo 実験から、N 末
端ビオチニル化ペプチドは PAF 依存性炎症を特異的に抑制する可能性が考えられた。
上記の結果と第 1 章の結果を併せると、N 末端ビオチニル化ペプチドは PAF に直接結
合し顕著な抗 PAF 活性を示すと考えられたが、当研究室で開発された TGFα 切断アッ
セイによる解析から、その抗 PAF 作用の機序は Asp-hemolysin 由来合成ペプチドの PAF
分子への結合による PAF の PAF 受容体活性阻害ではないことが明らかとなり、この結
果から Asp-hemolysin 由来合成ペプチド、特に N 末端ビオチニル化ペプチドは、別の機
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